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(57) Abstract 



A binding matrix contains a substrate upon which are adsorbed by means of anchoring groups solid phase rcactants cap- 
able of binding at least one free reaction partner. The solid-phase rcactant forms a diluted and essentially laterally homogeneous 
binding layer on the surface of the substrate. In addition, according to an assaying process for an analyte in an assay solution, a 
solid-phase reactant that forms a component of the disclosed binding matrix is used. The specific binding rcaaion is preferably 
determined by optical reflection techniques. 



(57) 2Uisammenfa$sung 

Die Erfindung betrifft eine Bindcmatrix, cnthallend ein Tragennateria! und einen daran Ober Ankergruppcn adsorbicrtcn 
Fcstphascn-Reaktanden, der mit mindestcns cincm frcien Reaktionspartner bindef^hig ist, worin dcr Festphasen-Reaktand eine 
vcrdunntc und im wcsentlichcn lateral homogene Bindeschicfat auf der OberfI5che des TrSgcrmaterials bildet. Weiterhin wird ein 
Vcrfahrcn zur Bestimmung eincs Analytcn in eincr Probc!5sung beansprucht, worin man einen Festphasen-Rcaktandcn verwcn- 
det, der Bcstandteil einer erfindungsgemaRen Bindcmatrix ist Dabci wird die spezifischc Bindungsrcaktion vorzugsweise durch 
rcflcxionspptische Tcchniken bestimmL 
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Universalbindef ilm 

Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Bindematrix, die ein 
Tragermaterial und einen daran iiber Ankergruppen adsorbierten 
Festphasen-Reaktanden, der mit mindestens einem freien Reak- 
tionspartner bindefahig ist, enthalt, wobei dieser Festpha- 
sen-Reaktand eine verdiinnte Bindeschicht auf der Oberflache 
des Tragermaterials bildet. 



Bei molekularen Erkennungsreaktionen handelt es sich uin die 
feste und spezifische Bindung zweier Molekule, die ohne die 
Ausbildung einer kovalenten Atombindung eintritt. Fur eine 
praktische fiandhabung sind insbesondere solche Reaktionen von 
Interesse, die an der Grenzflache zwischen einem fasten Tra- 
germaterial und einer fluiden Umgebung ablaufen. Dazu wird 
die Oberflache des festen Tragermaterials mit einer Fixier- 
schicht belegt, die einen Festphasen-Reaktanden enthalt. An 
dieser Fixierschicht laufen dann die eigentlichen Erkennungs- 
reaktionen ab. 



Ein Beispiel einer solchen Fixierschicht ist an polymerisier- 
tes Albumin gebundenes Streptavidin, das wiederum gut an 
Kunststof foberf lachen adsorptiv bindet. Diese Festphase kann 
mittels Bindung an Biotin bzw. an biotinylierte Reaktanden 
fiir eine groGe Zahl von Immuntests verwendet werden. Diese 
auf Streptavidin/Polyalbumin basierende Bindematrix ist sehr 
gut fiir -groGe" Kunststof foberf lachen geeignet. Verkleinert 
man jedoch die beschichtete Oberflache, so nimmt die Genauig- 
keit der Tests ab. Bei neuen Testsystemen - z.B. klassischer 
ELISA Oder Bestimmung iiber cptische oder elektrochemische 
Sensoren - besteht ein wachsender Bedarf an Miniaturisie- 
rung. 



In Arbeiten von Blankenburg et al. (Biochemistry 28 (1989), 
8214) und Ahlers et al. (Thin Solid Films 180 (1989) 93-99) 
werden Streptavidin-Monoschichten beschrieben^ die auf eine 



Langmuir-Blodgett (LB) -Film basieren. Dazu werden zun&chst 
Biotinlipidinonoschichten mit der komplizierten Technik der 
Filmwaage hergestellt, die anschlieBend mit einer Streptavi- 
dinlosung ca. 2 Stunden lang inkubiert werden mUssen. Bin 
Kachteil dieser LB-Filme ist auSerdem ihre begrenz^e Stabili- 
t&t, insbesondere gegentiber Austrocknen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung einer Flxierachicht 
auf einem Tragermaterial ist das sogenannte -Self-assembled 
monolayer** (SAM). So beschreiben Nuzzo und Allara (J.Aa.Chem. 
Soc. 105 (1983)/ 4481-4483) die Adsorption von organischen 
Disulfiden auf Gold, die zu einer dichtgepackten Monoschicht 
fiihrt. Die spontane Organisation solcher Monoschichten (daher 
die Bezeichnung SAM) beniht auf starken spezifischen Wechsel- 
wirkungen zwischen dem Tragermaterial und dem Adsorbat. Bain 
und Whitesides (Angew.Chem* 101 (1989), 522-528) beschreiben 
SAM, die durch Adsorption von langkettigen Thiolen an Gold- 
oberflachen entstehen. So erhalt man durch Inkubation einer 
Goldoberf lache mit Thiolen der Formel 



R ^ AlkyU Vinyl, Halogen. 
CilarbonsSure, Ester, Amid, 
Nitril, OH, Ether* 



aus verdiinnter organischer Losung (z.B. 1 nanol/l) eine dicht- 
gepackte Monoschicht. Diese Monoschichten sind ija trockenen 
Zustand, in Wasser oder Ethanol bei Raumteinperatur iiber meh- 
rere Monate stabil. Bei Erhitzen auf Temperaturen iiber 70**C 
tritt Desorption ein. Die Stabilitat der Monoschicht steigt 
mit der Lange der aliphatischen Kette des Thiols. Auch gegen 
verdiinnte Sauren (z.B. IN HCl) oder gegen verdUnnte Laugen 
(z.B. I N NaOH) sind diese Monoschichten iiber einen gewissen 
Zeitraum (1 bis 7 Tage) stabil. 
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Die EP-A 0 339 821 offenbart Polymere fiir die Beschichtung 
von Metalloberf lachen^ die Thiolgruppen als Bindevenaittler 
zum fasten Tragermaterial und Aminogruppen enthalten, um 
einen geeigneten Festphasenreaktanden, z.B. Biotin und dann 
daran Streptavidin zu binden. Bei diesen Thiolgruppen-halti- 
gen Polymeren laSt sich jedoch ebenfalls aufgrund ihrer poly- 
meren Natur keine streng honaogene Beschichtung erreichen. 

Eine Arbeit von Ebersole ct al. ( J, Am.Chem.Soc. 122 (1990)^ 
3239-3241) offenbart funktionell aktive Monoschichten von 
Avidin und Streptavidin durch direkte Adsorption dieser Pro- 
teine an Gold- und Silberoberf lachen. Dabei entsteht eine 
dichtgepackte Streptavidin-Bindephase, die trot 2 einer rela- 
tiv hohen Inkubationszeit von 20 Minuten mit einem biotiny- 
lierten Bindepartner nur eine sehr unvollstandige Belegung 
mit diesem Bindepartner ergibt. 

Zusammenfassend ist zum Stand der Technik f estzustellen^ daQ 
die dort beschriebenen Bindephasen auf Monoschichtbasis ent- 
weder langsam oder nur mit einer geringen Belegung einen 
freien Reaktanden binden konnen. Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung war es daher, diese Nachteile des Standes der Tech- 
nik mindestens teilweise zu beseitigen. Insbesondere sollte 
eine moglichst milcroskopisch homogene Universalbindephase 
bereitgestellt werden, die in mSglichst kurzer Zeit eine 
moglichst groGe Menge eines freien Reaktanden binden kann. 

Die erfindungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch eine Bindema- 
trix, enthaltend ein Tragermaterial und einen daran fiber 
Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktanden, der mit 
mindestens einem freien Reaktionspartner bindefShig ist, 
wobei der Festphasen-Reaktand eine verdunnte und im wesentli- 
chen lateral homogene Bindeschicht auf der Oberflache des 
Tragermaterials bildet. 



In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orin besteht die verdUnnte 
Monoschicht aus einer Moleklilsorte, wobei die Oberflache 
nicht vollstandig belegt ist, Der Belegungsgrad mit dem Fest- 
phasenreaktanden/ der ein MaB fiir die ••Verdunnung- ist, kann 
ausgedriickt werden als Quotient aus gefundener Dicke der 
Monoschicht dividiert durch die theoretische Schichtdicke bei 
dichter Packung. 

Der Belegungsgrad der Monoschichten mit dem Festphasen-Reak- 
tanden ist kleiner als 100 vorzugsweise 0,1 bis 90 
besonders bevorzugt 0/5 bis 70 %, aia meisten bevorzugt 1 bis 
40 %. 

Durch den relativ groSen Abstand der einzelnen Molekiile des 
Festphasen-Reaktanden auf der Oberflache des Tragerxnaterials 
enthalt die erf indungsgemaSe Bindematrix eine auf gelockerte 
Schicht im Gegensatz zur dichtgepackten Schicht des Standes 
der Technik. Die verdiinnte Monoschicht an der Oberflache der 
erf indungsgemaBen Bindematrix ermoglicht eine schnellere 
Bindung des freien Reaktionspartners aus einer fluiden Phase 
und zeichnet sich iiberraschenderweise durch eine hohere Bin- 
dekapazitat aus« 

Das Tragermaterial der erf indungsgemaBen Bindematrix kann 
eine Met all-, Metalloxid- oder Glasoberf lache aufweisen. 
Vorzugsweise besitzt das Tragermaterial eine Metalloberf la- 
che, besonders bevorzugt eine Edelmetallobef lache • Die Her- 
stellung eines Tragermaterials mit einer Goldoberf lache 
geschieht beispielsweise durch Bedampfen von Glas mit Chrom 
als Haf tvermittler, wobei eine ca. 0,1 bis 10 nm dicke 
Schicht entsteht* Diese Chromschicht wird anschlieBend mit 
Gold bedampft/ wobei eine Goldschicht entsteht, welche die 
Oberflache des Tragermaterials fiir eine erf indungsgemaSe 
Bindematrix darstellt. Diese Goldschicht ist zweckmaflig zwi- 
schen ca. 10 und 100 nm dick, wenn die Bindematrix im Rahmen 
der Oberf lachenplasmonenresonanz verwendet wird^ Bei anderen 
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Anwendungen, z.B. als elektrochemischer Sensor, kann die 
Bindematrix auch dicker gewahlt werden. 

Die Adsorption des Festphasen-Reaktanden an die Oberflache 
des Tragermaterials wird durch Ankergruppen vermittelt. Die 
Art der Ankergruppen hSngt von der jeweiligen Oberflache des 
Tragermaterials ab. Als Ankergmippen fiir ein Trager»aterial 
jnit einer Metalloberf l&che sind Thiol-, Disulfide oder Phos- 
phingruppen geeignet. So sind z.B. Thiol- oder Disulf idgrup- 
pen als Ankergruppen ffir Gold- oder Silberoberf lachen und 
Phosphingruppen fUr eine Palladiumoberf lache besonders geeig- 
net. Weist das Tragermaterial eine Metalloxidoberf lache (z.B. 
AljOj) auf, so ist als Ankergruppe eine Carboxylat- oder 
Sulf onatgruppe geeignet. Bei einer Glas/Siliciumoberf lache 
und hydroxylierten Oberflachen, wie SiOj auf Si, Al^Oj auf 
Al verwendet man als Ankergruppen Organosilicitim-Verbindun- 
gen. Vorzugsweise werden Trichlorsilane verwendet (Sagiv, 
J.Amer.Chem.Soc. 102 (1980) 82). 

Vorzugsweise ist die Ankergruppe fiir die Adsorption an die 
Festphase nicht direkt am Festphasen-Reaktanden selbst ange- 
bracht, sondern ist iiber ein Spacermolekiil, vorzugsweise uber 
ein flexibles Spacermolekiil mit dem Festphasen-Reaktanden 
verknUpft. Besonders bevorzugt enthSlt das Spacermolekiil 
mindestens eine Alkylengruppe der Formel (CH2 )« / worin n eine 
natiirliche Zahl von 1 bis 30, vorzugsweise 2 bis 30, beson- 
ders bevorzugt 2 bis 15 darstellt. Auf seiner einen Seite 
enthalt das Spacermolekiil die Ankergruppe (z.B. die Thiol- 
oder Disulf idgruppe ) , die zur Adsorption an die Oberflache 
des Tragermaterials geeignet ist. Auf seiner anderen Seite, 
d.h. vom Tragermaterial wegstehend enthalt das Spacermolekiil 
eine oder mehrere Verkniipf ungsgruppierungen, iiber die der 
Festphasen-Reaktand oder eine Komponente davon mit dem Spa- 
cermolekiil verkniipf t ist. Bei diesen Verkniipf ungsgruppierun- 
gen kann es sich z.B. um eine Amino- oder Hydroxylf unktion 
bandeln, die z.B. mit einer Carboxylf unktion d^s Festphasen- 
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Reaktanden untcr Bildung einer Ester- oder Amidgruppe ver- 
knupft ist. Das Spacermolekiil kann jedoch auch ala Verkniip- 
fungsgruppe eine Carboxylf unktion enthalten, die dann wieder 
iiin mit einer reaktiven Amino- oder Hydroxylf unktion des Fest 
phasenreaktanden verkniipft ist. 

Es soli klargestellt werden, daB ffir die Herstellung einer 
erf indungsgemaGen Bindematrix mit einer verdUnnten Mono- 
schicht des Festphasen-Reaktanden mehrere Moglichkeiten be- 
stehen. Im folgenden werden einige dieser Moglichkeiten auf- 
gefiihrt, diese Aufzahlung soil jedoch den Umfang der vorlie- 
genden Erfindung nicht darauf beschranken. 

Zunachst soil jedoch eine nicht erf indungsgeinaBe^ dichtge- 
packte Monoschicht eines Festphasen-Reaktanden beschrieben 
werden. Eine solche Schicht ist erhXltlich, wenn man ein 
Lipid gemafi der Arbeit von Bain und Whitesides (Angew. Chem. 
101 (1989), 522-528), das eine Hydroxyl-- oder Aminoendgruppe 
aufweist, mit einem aktivierten Biotinderivat ximsetzt, wobei 
unter Verwendung von 11-Hydroxy-undekan-l-thiol als Aus- 
gangsmaterial ein biotinyliertes Lipid mit folgender Formel 
entsteht: 




Bei Adsorption dieses Lipids an ein Tragermaterial mit Gold- 
oberflache bis zur Sattigung entsteht gemaS Dickenroessung 
eine dicht gepackte Monoschicht mit einer Belegung von 100 % 
bezogen auf Biotin. Auf diese Weise erhalt man eine starre 
Bindematrix, die als solche nicht erf indungsgemaS ist und 
auch eine nur geringe Bindekapazit&t f Ur einen. f reien Reak- 
tionspartner (in di^sem Falle Streptavidin) besitzt. 
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Im Gegensatz dazu ist die Herstellung einer erf indungsgemaOen 
Bindematrix durch Verwendung eines Spacermolekiils moglich, 
das mit 2wei oder xnehreren Molekiilen, vorzugsweise 2 Molekii- 
len des Festphasen-Reaktanden gleichzeitig verknflpft ist* Ein 
Beispiel fUr ein solches Spacermolekiil ist Cystamiii/ das als 
Ankergruppe eine Disulf idgruppe und als Verknfipf ungsgruppie- 
rung zwei Aminof unktionen enthalt und daher mit zwei Molekii- 
len eines aktivierten Biotins verkniipft werden kann, wobei 
ein biotinyliertes Lipid mit folgender Formel entsteht: 





HN-OC 

H 



NH 

>0 
NH 



Dieses biotinylierte Lipid bildet bei Adsorption an eine 
GoldoberflSche eine erf indungsgemaBe Bindematrix mit einem 
Belegungsgrad von 30 % bezogen auf Biotin aus/ die einen 
freien Reaktionspartner ( Str eptavidin ) mit hoher AffinitSt zu 
einem dichten Film binden kann. 



Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung einer erf indungsge- 
maBen Bindematrix ist der Einbau einer hydrophilen Linker- 
gruppe zwischen dem Spacermolekiil und der Festphasen-Reaktan- 
den. Dieser Linker ist insbesondere ein geradkettiges Molekiil 
mit einer Kettenlange von 4 bis 15 At omen. Bevorzugt ist 
dabei eine Linkergruppe, die eine oder mehrere hydrophile 
Ethylenoxideinheiten, vorzugsweise zwischen 1 und 5 enthXlt. 
Besonders bevorzugt wird die hydrophile Linkergruppe durch 
ein Amin- oder Hydroxyl-terminiertes Polyethylenoxid gebil- 
det. 




Zwischen dem hydrophilen Linker und dem Festphasen-Reaktanden 
kann vorzugsweise ein weiteres Spacermolekiil eingebau*t war- 
den/ welches aus einer Alkylengruppe der Formel (CHj und 
einer Verkniipf ungsgruppierung besteht, worin n eine natiirli- 
che Zahl von 2 bis 15 ist» 

Als besonders geeigneter Linker hat sich l,8-Diamino^3,6- 
dioxaoctan erwiesen. So entateht durch den Einbau von 1,8- 
Diainino-3, 6-dioxaoctan zwischen ein ^ -Thiolspacennolekai 
und Biotin eine biotinylierte Verbindung der folgenden For- 
mel: 



Diese Verbindung bildet bei Adsorption an eine GoldoberflS- 
che eine Monoschicht mit einer Belegungsdichte von 19 % bezo- 
gen auf Biotin aus, die in der Lage ist, einen freien Reak- 
tionspartner (Streptavidin) mit hoher AffinitSt und innerhalb 
kiirzester Zeit zu einexa dichtgepackten Film zu binden* Eine 
erf indungsgemaSe Bindematrix, in der ein Spaceirmolekiil fiber 
eine hydrophile Linkergruppe xnit dem Festphasen-Reaktanden 
verkniipf t vorliegt, ist daher im Sinne der vorliegenden Er- 
findung besonders bevorzugt. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm enthalt die erfindungs- 
gemaBe Bindematrix zusatzlich noch Spacennolekiile, die zwar 
mit einer Ankergruppe versehen sind, aber an die kein Fest- 
phasen-Reaktand gebunden ist* Derartige Verbindungen werden 
im weiteren auch als Verdiinnungsmolekiile bezeichnet. Wenn man 
z»B. biotinylierte und nicht biotinylierte Spacermolekiile im 
Verhaltnis von 1:10 bis 1:2 einsetzt, so erhalt man eine 
verdiinnte Biotin-Monoschicht / die den freien Reaktionspartner 
mit hoher Geschwindigkeit und groSer Kapazitat .binden kann. 
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Geeignete Verdiinnungsmoleklile enthalten eine Ankergruppe und 
einen Spacerbestandteil sowie ggf. ein LinkermolekUl, wobei 
slch die Anzahl der CH2 -Gruppen des Spacerntolekiils um nicht 
mehr als 1 - 5, bevorzugt nicht mehr als 1-2 C-Atome von 
der Anzahl der CHj -Gruppen des Spacermolekiils unterscheidet , 
das an den Festphasen-Reaktanden gebunden vorliegt. Es hat 
sich weiterhin als zwec)anaeig erwiesen, daB die Mindestket- 
tenlange des Verdiinnuftgsmoiekills 6 Atome (ohne Ankergruppe 
und hydrophile Linkergrupp® ) betragt. 

Anstelle des Festphasen-Re^,ktanden befindet sich vorzugsweise 
an dem von der Ankergruppe entfernten Ende des VerdUnnungsmo- 
lekiils eine hydrophile Funktion, wie z. B. eine Hydroxylgrup- 
pe^ eine Carbonsauregruppe, eine Carbonsaureethylester- oder 
Methylestergruppe, eine Carbonsaureamidgruppe/ eine mit 1 
Oder 2 Methyl- oder Ethylgruppen substitutierte Carbonsaure- 
amidgruppe ^ eine Sulf onsSuregruppe oder eine Sulf onamidgrup- 
pe* Ebenso ist es bevorzugt^ an das von der Ankergruppe 
entfernte Ende des Verdttnnungsmolekiils einen hydrophilen 
Linker (gemaS obiger Definition) oder einen Teil eines hydro- 
philen Linkers zu binden. Folglich enthSlt ein bevorzugtes 
Verdunnungsmolekai auf der einen Seite des Spacerbestand- 
teils eine mit deia Tragermaterial reaktive Ankergruppe und 
auf der anderen Seite eine hydrophile Endgruppe. 

In einer weiteren Ausf tihrungsf oxTn der Erfindung konnen ein 
Spacer mit Festphasen-Reaktand und ein Spacer ohne Festpha- 
sen-Reaktand uber eine kovalente Bindung verknupft, Bei Ver- 
wendung von Gold- oder Silberoberf ISchen erf olgt diese 
Verknupfung vorzugsweise Uber eine Disulf idbriicke* 



In solchen gemischten Monoschichten^ die aus Verdiinnungsmole- 
kiilen (Spacennolekaien ohne Festphasen-Reaktand ) und aus Spa- 
cermolekiilen mit Festphasen-Reaktand bestehen, betragt der 
Anteil der SpacermolekUle mit Festphasen-Reaktand zweckmaSig 
0,1-90 mol-%, vorzugsweise 0,5 - 50 mol-% und. besonders 
bovorzugt 1-40 mol-%. 



-lo- 



in alien bisher genannten Bindefilmen besteht tier Festphasen- 
Reaktand aus einer Komponente. Dabei handelt es sich vorzugs- 
weise um Biotin oder Biotin-analoge MolekCile wie Desthio- 
biotin, Iminobiotin oder HABA (4-Hydroxy-phenyl-azo- 
benzoesaure) , die ebenfalls mit Streptavidin reagieren. 

Weitere Beispielc fUr geeignete Festphasen-^Reaktanden sind 
jedoch auch mit einem AntikSrper bindef&hige Antigene oder 
Haptene. In diesem Fall ist der Festphasen-Reaktand vorzugs- 
weise ein Hapten mit einem Molekulargewicht von 100 bis 1200* 
Geeignet sind beispielsweise Steroide (wie z.B. Digoxin, 
Digoxigenin, Cortisol, Oestriol, ©estradiol, Theophyllin, 
Diphenylhydantoin, Testosterol, Gallensauren, Progesteron und 
Aldosteron); kurzkettige Peptide (wie z*B. Argipressin, Oxy- 
tocin und Bradykinin); Fluorescein und seine Derivate; Tj , 
T4 , Aflatoxin, Atrazin, Pflanzenhonaone wie z.B. Gibberil- 
line; und Alkaloide (wie z,B. Reserpin und Ajmalicin). 

Besonders bevorzugt werden als Hapten Biotin und Biotinderi- 
vate, Digoxin, Digoxigenin, Fluorescein und Derivate sowie 
Theophyllin eingesetzt* 

Andererseits kann der Festphasen-Reaktand auch aus mehreren 
Komponenten bestehen. Darunter ist insbesondere zu verstehen, 
deiB eine innere Komponente des Festphasen-Reaktanden kovalent 
mit einem Spacermolekfil verkniipft ist und nicht kovalent an 
die auBere Komponente des Festphasen-Reaktanden gebunden ist. 
Dabei ist dann die Suflere Komponente des Festphasen-Reaktan- 
den zur Bindung eines freien Reaktionspartners in der Lage. 
Beispielsweise kann es sich bei der inneren Komponente lam 
Biotin und bei der aufleren Komponente um Streptavidin han- 
deln. Eine solche Bindematrix ist wiederum in der Lage, bio— 
tinylierte Reaktionspartner aus einer Losung zu binden, da 
Streptavidin vier Bindestellen fiir Biotin besitzt, von denen 
mindestens zwei noch frei sind. 
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Eine Bindeschicht:/ die einen aus zwei Koxnponenten bestehenden 
Festphasen-Reaktanden enthalt, ist dann cine erf indungsgemafle 
Bindematrix, wenn die auflere, d.h* die mit einem freien Reak- 
tionspartner bindefahige Komponente des Festphasen-Reaktanden 
(d,h. im speziellen Fall Streptavidin) eine verdiinnte Schicht 
an der OberflSche der Bindematrix bildet. Vorzugsweise bildet 
die innere Komponente des Festphasen-Reaktanden eine unver-* 
dUnnte Schicht an der Oberflache der Bindematrix^ an die sich 
die aviflere Komponente des Festphasen-Reaktanden unter Bildung 
einer verdiinnten Schicht anlagern kann. 

So bindet eine dichtgepackte Biotinmonoschicht mit 100 % Be- 
legung (die selbst keine erf indungsgemaSe Bindematrix dar- 
stellt) Streptavidin mit einer Belegungsdichte von 27 %. Die- 
se verdiinnte Streptavidin-Schicht stellt dann wiederum eine 
erf indungsgemafle Bindematrix dar, die einen freien Reaktions- 
partner/ 2.B. einen biotinylierten Antikorper zu einem dicht- 
gepackten Film binden kann# Eine verdflnnte Biotinmonoschicht, 
die beispielsweise durch Verwendung eines Festphasen-Reaktan- 
den mit Spacer und Linker hergestellt wurde (vgl. Beispiel 8) 
und die selbst eine erf indungsgemafle Bindematrix far die 
Bindung von freiem Streptavidin darstellt, kann Streptavidin 
2U einem dichtgepackten Film mit 100 % Belegung binden. Die 
dabei resultierende, dichtgepackte Streptavidinschicht stellt 
jedoch wiederum keine erf indungsgemaB Bindematrix dar (well 
nicht flexibel) und kann einen Reaktionspartner (z.B* einen 
biotinylierten Antikorper) nur zu einem ca* 10 % belegten 
Film binden. 



Dieses erf indungsgemXfle Prinzip des verdiinnten bindefahigen 
Festphasen-Reaktanden laSt sich von der Biotin-Streptavidin- 
Bindung auch auf andere Bindepaare, also z*B. AntikSrper- 
Antigen etc. erweitern. 

Der Belegungsgrad des Festphasen-Reaktanden an der OberflSche 
der Bindematrix ist durch eina Dickeninessung der Bindeschicht 
bestinanbar* Dabei ninant die gemessene Schichtdicke mit dem 
Belegungsgrad der Bindeschicht ah. So hat eine unten be- 
schriebene Bindeschicht mit Biotin als Festphasen-Reaktand 
eine Dicke von 0,7 nin, wobei diese Dicke geringer als die 
errechnete Lange von 3,7 rm des Molekiils ist. Ebenfalls wird 
eine Bindeschicht mit Streptavidin als Festphasenreaktand 
beschrieben, deren Dicke mit 0,5 im weit unter dem Durchmes- 
ser des StreptavidinmolekQls liegt. 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verf ahren zur Herstellung einer erf indungsgemSSen Bindema- 
trix. Aufgrund der unterschiedlichen Natur der erf indungsge- 
maBen Bindexnatrizes sind auch die Her stellungsverf ahren im 
Detail unter schiedlich^ Mehrere bevorzugte Varianten dieser 
Herstellungsverfahren sind in den Ausf Cihrungsbeispielen dar- 
gestellt. Allgemein beinhaltet das erf indungsgemaOe Verf ahren 
die Inkubation des Tragermaterials mit einer ReaktionslSsung, 
in der die Molekiile vorliegen, welche die Bindeschicht der 
erf indungsgemaSen Bindematrix bilden. Diese Molektile enthal- 
ten an gegeniiberliegenden Seiten die Ankergruppe und den 
Festphasen-Reaktanden (wobei in einigen Ausf flhrungsf ormen der 
vorliegenden Erfindung nicht alle MolekUle der Bindeschicht 
mit einem Festphasen-Reaktanden verkniipft sein miissen). Vor- 
zugsweise ist Festphasen-Reaktand (iber ein Spacermolekul mit 
der Ankergruppe verkniipft. Die Anlagerung der Ankergruppen an 
das Tragermaterial aus der Losung unter Bildung der erf in- 
dungsgemaBen Bindematrix ist ein spontaner ProzeS. 
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Die Inkubation des Tr&germaterials mit der Reaktionslosung 
zur Herstellung der er8t:en Bindeschicht findet vorzugsweise 
unter Schutzgas und zweckmaSigerveise in einem inerten L6- 
sungsmittel^ das vorzugsweise frei von storenden Substanzenr 
z.B. H2O Oder O2 ist, statit. 



Gegebenenf alls kann in einem zweiten Schritt durch Inkubation 
mit einer zweiten Reaktionslosung eine weitere Substanz ange- 
lagert werden, insbesondere wenn der Festphasen-Reaktand aus 
mehreren/ nicht kovalent mxteinander verbundenen Komponenten 
besteht. Zum Aufbringen der zweiten und ggf . weiteren Schich- 
ten sind die Reaktionsbedingungen nicht kritisch, so daS ohne 
Schutzgas und mit Wasser als l/osungsmittel gearbeitet werden 
kann. 



Die nach dem erf indungsgemaflen Verfahren hergestellte latera- 
le Bindeschicht ist mikroskopisch homogenr wie z.B. durch die 
Surface plasmon microscopy nachweisbar (B. Rothenhausler und 
W, Knoll ^ Surface Plasmon Microscopy, Nature, Vol# 332, Nr« 
6165, S. 615-617 (1988); W. Hickel, B. Rothenhausler und W. 
Knoll, "Surface Plasmon Microscopic Characterisation of 
external surfaces", J.Appl.Phys. (1989), S* 4832-4836; W. 
Hickel, W. Knoll "Surface Plasmon optical characterisation 
nof lipid monolayers at 5 ym lateral resolution", 
J.Appl.Phys. 67 (1990), S. 3572 ff.)* Bei einer Auflosung von 
5 fim sind keine Dickenunterschiede mefibar. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren 
zur Bestimmung eines Analyten in einer Probelosung mittels 
einer spezifischen Bindungsreaktion zwischen mindestens zwei 
bioaffinen Reaktanden, von denen einer an eine Festphase 
gekuppelt vorliegt und der oder die anderen Partner frei 
sind, wobei man einen Festphasen-^Reaktanden verwendet, der 
Bestandteil einer erf indungsgemaflen Bindematrix ist* 
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Bei einem derartigen Verfahren kann der Nachweis der Bindung 
des freien Reaktionspartners an den Festphasenreaktanden 
dadurch ermoglicht werden, daS der freie Bindungspartner eine 
Markierungsgruppe tragt, Gebrauchlich ist insbesondere die 
Markierung mit einem Enzym oder mit einem f luoreszierenden 
Oder liomineszierenden Bestandteil, Die dadurch ermSglichte 
indirekte optische Beobachtung der Bindung erlaubt einen 
genauen quantitativen Nachweis. 

Grundsatzlich kann die Bindung optisch, elektrochemisch/ aber 
auch Uber die Wannetonung oder die Massenbildung bestimmt 
werden, Fiir elektrochemische Techniken kommen insbesondere 
potentioinetrische und amperometrische Methoden in Frage^ vie 
sie beispielsweise in -Biosensors , Turner, Karube, Wilson 
(eds*), Oxford Press, 1987 oder Bergveld, Biosensors 4 Bio- 
electronics S.f 55-72 {1991) beschrieben sind» Bestimmungen 
iiber die elektrische Leitf ahigkeit oder Kapazitatsanderung 
sind als elektrochemische Techniken ebenfalls moglich. 

Vorzugsweise erfolgt jedoch der Kachweis der Bindung durch 
optische, insbesondere ref lexionsoptische Techniken, bei der 
die Zunahme der Schichtdicke einer extrem dunnen Schicht mit 
dem tragerf ixierten Reaktanden durch Bindung des freien Bin- 
dungspartners beobachtet werden kann. Ein Uberblick iiber 
diese Techniken wird gegeben in Sadowski: "Review of optical 
methods in immunosensing-, SPIE, Vol. 954 Optical testing and 
Metrology II (1988), 413-419. 

Ein besonders bevorzugtes ref lexionsoptisches Verfahren ist 
der Nachweis der Bindung durch Oberf lachenplasmonenresonanz • 
Bei diesem Verfahren besteht das Analyseelement aus einem 
durchsichtigen dielektrischen Material, auf dem in sehr ge- 
ringer Schichtdicke eine metallisch leitende Schicht aufge- 
bracht ist, welche den Festphasen-Reaktanden tragt. Dieses 
Analyselement wird vielfach auch als optischer Immunsensor 
bezeichnet. Beispiele fiir solche optischen Immunsensoren sind 
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in der EP-A 0 112 721^ der EP-A 0 276 14 2 und in der EP-^A 0 
254 575 beschrieben. Besonders bevorzugt fUr den quantitati- 
ven Nachweis der Bindung an die Festphase ist jedoch der in 
Beispiel 4 dargestellte Immunsensor . Das Prinzip eines derar- 
tigen Immunsensors wird detailliert in der DE 4 0 24 4 76 vor- 
geschlagen, auf deren Offenbarung hier Bezug genommen wird. 

Die vorliegende Erfindung soil im weiteren durch die folgen- 
den Beispiele in Verbindung mit den Figuren 1 bis 3 verdeut- 
licht werden. 

Fig. 1 ist die schematische Darstellung einer MeSeinrich- 
tung, xnit der die Bindung eines freien Reaktions- 
partners an die Festphase bestimmt werden kann. 

Fig. 2 zeigt die Dicke von Bindematrices^ hergestellt 

durch die Kombination einer Komponente xnit Festpha- 
sen-Reaktanden und eines Verdunnungsmolekiils sowie 
die Dicke des daran gebundenen Streptavidins (Bei- 
spiel 23 und 24) : 

Kurve 1: Dicke der Biotinmonolayer 

Kurve 2: Dickenzuwachs durch Streptavidin in Abhan- 
gigkeit vom Molenbruch x an Biotin 

^tfotinverbfndung 5 

X « ^ ' ^ : 2 

^tiotfnvtrbfnduns 5 V«rdOnnunosaol«lcult 

C: molare Konzentration 



Fig. 3 



zeigt eine Liste der erf indungsgemaB hergestellten 
Biotin- Oder Biotinderivatverbindungen . 
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Beispiel 1 

Synthese von Bisbiotinoylcystamin (Biotinverbindung I) 



M 




H 



Bxotin-N-hyclroxysuccinijnides"ter wurde 2U ciner I^dsung von 
Cystaminimndichlorid und Triethylamin in Dimethyl formamid 
(DMF) gegeben. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei 
Ramntemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde der 
entstandene Niederschlag abfiltriert^ an der Olpumpe getrock- 
net und aus Aceton umkristallisiert . Die Zielverbindung wurde 
in 4 0 %iger Ausbeute erhalten. 
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BeisDiel 2 

Synthese von Biotin ( ll-mercapto)undecanylester (Biotinver- 
bindung 2) NaiS^Oj + Br. 



N ^- 



CxHjOH RiickfluB 
OH 



RilckfluB 




+ 2 HOOC 



DCCl.DMAP.DMF. O'c 




Dithiothreitol, Argon, CH>OH. 



ROckfluB 




Aus Bromundecanol (Merck) wurde durch 4-stundiges Kochen der 
ethanolischen Losung am RUckflufi und langsames Zutropfen 
einer gesattigten wafirigen Natritunthiosulf atlosung das ent- 
sprechende Buntesalz dargestellt. Es kristallisierte beim 
Abkiihlen der Losung aus und wurde durch Umkristallisation aus 
Ethanol gereinigt. 



Aus diesem Buntesalz vmrde durch Kochen mit einer waSrigen 
Thioharnstof flosung, die mit Salzsaure auf pH 1 .gestellt 



worden war, das symmetrise he Disulfid in 98 %iger Ausbeute 
dargestellt. Es kristallisierte beim AbkUhlen aus der Reak- 
tionsmischung aus. 

Das Disulfid wurde mit Biotin und 10 mol% 4-Dimethyleuninopy- 
ridin (DMAP) in DMF durch Erwarmen gelost und durch Zugabe 
von in DMF gelostem Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) die Ver- 
esterung bei -15 *C eingeleitet. Nach 5 Stunden wurde der 
Ansatz auf Raximtemperatur gebracht und weitere 18 Stunden 
geriihrt, Nach beendeter Reaktion wurde das DMF Lm Olpumpenva- 
kuum bei Rauintemperatur entf ernt und der RUckstand durch 
Flash-Chromatographie gereinigt. Es wurde 11, 11 '-Bis-Bioti- 
nylester-undecyl-1 , 1 '--disulf id in 13 %iger und das entspre- 
chende monosubstituierte Produkt in 23 %iger Ausbeute 
erhalten. 

Das biotinylierte Disulfid wurde nun mit Dithiothreitol (DTT) 
(Aldrich) in siedendem Methanol unter Argonatmosphare redu- 
ziert. Nach beendeter Reaktion (24 h) wurde die Reaktionsmi- 
schung bis zur Trockne eingeengt und das entstandene Disul- 
fidothreitol sowie iiberschiissiges DTT durch Extraktion mit 
wenig Wasser abgetrennt. Das Gemisch %mrde dann durch Flashr 
Chromatographie aufgetrennt und das gewiinschte Produkt in 
80 %iger Ausbeute isoliert. 
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BeisDiel 3 

Synthase von 1 1-Mercaptoundecansaure- ( 8-biotinoylamido-3 , 6- 
dioxyoctyl )^unid (Biotinverbindung 3) 




1. Na2S203, C2H5OH 

2. HCI A 



ROckfluB 



H 



HNOC 



Der Aktivester der ll-Bromundekansaure wurde mit 1 / 8-Dieunino- 
3/ 6-dioxaoctan im OberschuS in DMF-Losung in der Kalte umge- 
setzt. Nach beendeter Reaktion wurde das ausgefallene N-Hy- 
droxysuccinimid abfiltriert und das Uberschiissige Amin ge- 
meinsam mit dem DMF im Olpumpenvakuim abgetrennt. 



Die erhaltene Zwischenstuf e wurde dann mit Biotinaktivester , 
wiederum in DMF, umgesetzt. Das entstandene Alkylbromid wurde 



nach beendeter Reaktion durch Flash Chromatographic 
(CHCI3 /CHjOH:!/!) isQliert* 

Das Rohprodukt wurde zum Buntesalz uxngesetzt (s, Beispiel 
2) und anschlieSend direkt mit IN Salzsaure unter Argon hy- 
drolysiert. Die Losung wurde heiQ filtriert, um den entstan- 
denen Schwefel abzutrennen. Daraufhin wurde das Filtrat bis 
zur Trocknc eingeengt und das rohe Mercaptan mit Chloro- 
fonn/Ethanol extrahiert, der Extrakt eingeengt und mittels 
Flash-Chromatographie {CHCHI3 /CH3OH: 1/1 ) abgetrennt. Das 
gewiinschte Produkt wurde in 3 %iger Ausbeute erhalten. 

S^jgpi^l 4? 

Herstellung des Biotinmonolayers 1 aus der Biotinverbindung 1 

Als feste Trager dienen Objekttrager aus Hochindexglas SF57 , 
die mit Chrom (1 nm) als Haf tvermittler und mit Gold (41 mn) 
bedampft werden. Das biotinylierte Disulfid (aus Beispiel 1) 
wird als 6x10'* mol/1 (M) Losung in CHCI3 /EtOH 1:1 angesetzt. 
Unter einer Argon-Schutzgasatmosphare wird der Objekttrager 
zwei Stunden lang in der Reakt ions losung inkubieirt, an- 
schlieSend mit reinem Losungsmittel griindlich gespiilt und in 
einem Argon-Strom getrocknet. Eingebaut in einen modifizier- 
ten Kretschmann Aufbau {Fig»l) kann die beschichtete Probe 
sowohl gegen Luft als auch gegen waflrige Medien charakteri- 
siert werden. 

Figur 1 zeigt schematisch eine MeBeinrichtung zur reflexions- 
optischen Bestimmung der Bindung des freien Reaktionspartners 
an die Festphase. 

Diese ref lexionsoptische MeBeinrichtung enthalt einen Laser 
10. Der von dem Laser ausgehende Primarstrahl 11 fallt unter 
einem Winkel tJ zur Flachennormalen 17 des Testbereichs 20 
ein. Das reflektierte Licht wird von einer Szunmellinse 12 auf 
die in der Bildebene angeordnete Diode 13 abgebildet. 
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Die MeSeinrichtung enthalt weiterhin ein Prisma 16 in 
Kretschmann-Anordnung und eine Flufikuvette 14 mit Zutritts- 
und Ausgangsof f nungen 15 fiir die Testlosung. 



Der Testbereich 20 besteht aus einem Prisma 16 in Kretsch- 
mann-Anordnung^ einer dielektrischen, optisch transparenten 
Tragerschicht 22 und einer dlinnen Hetallschicht 23a, 23b, die 
auf die TrSgerschicht 22 aufged£unpft ist» Die dQnne Schicht 
der Indexf IQssigkeit 21 verbindet das Prisma 16 ohneopti- 
sche Brechung mit: der optisch transparenten Tragerschicht 22, 
da sie den gleichen Brechungsindex vie diese beiden Teile 
besitzt, Im vorliegenden Falle stellt 23a die oben erwahnte 
Chromschicht und 23b die die auf gedampf te Goldschicht dar, 25 
stellt das Spacermolekiil dar, welches Uber Ankergruppen die 
Bindung des Festphasen-Reaktanden 26 an die Goldoberf lache 
vermittelt. 27 stellt den freien Reaktionspartner dar, der 
mit dem Festphasenreaktanden bindefahig ist und in der Test- 
phase 28 vorliegt. 



0> 



Mit Hilfe der Fresnel ' schen Gleichungen laSt sich die Refle- 
xion an Grenzflachen berechnen und an die PSP-Spektroskopie 
Daten anfitten, wobei man fiir jede Schicht eine Angabe zur 
-optischen Dicke** {=n'xd, mit n = Brechnungsindex und d « 
Dicke) erhalt. Unter der Annahme eines Brechungsindex fur 
Thiolalkane von n » 1,45 ergibt sich fiir das adsorbierte 
Disulfid eine Dicke von 0,5 nm, Vergleiche mit dem theoreti- 
schen Wert von -1,6 nm deuten auf eine bei weitem nicht voll- 
standige Belegung der Oberf lache hin. 

Mit einer ca. 30 %igen Belegung der Oberf lache liegt daher 
ein -verdiinnter Biotinfilm vor. 
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Bindung von Streptavidin an den Biotin-Monolayer 1/ Herstel- 
lung des Streptavidin-Monolayers 1 

Um die Reaktionsf ahigkcit der biotinylierten Fixierschicht zu 
Uberpriifenr tauscht man die 0,5 M waBrige NaCl-Losung (al» 
Referenz) gegen eine --SxlO* ^ M Streptavidin-LSsung aus* 

Die anschlieSende molekulare Erkennungsreaktion durch Strept- 
avidin erreicht innerhalb einer Stunde den Sattigungswert von 
3,0 nm Dickenzunahme. Daiei wurde ein Brechungsindex des 
Proteins von n « 1,5 zugrunde gelegt, Es ist anzunehmen, detB 
der wahre, optisch effektive Brechungsindex niedriger liegt, 
da die Zwischenratune der adsorbierten Proteinmolekiile mit 
Wasser (n « 1/33) gefiillt sind. Unter Beriicksichtigung dieser 
Erkenntnis laSt sich der gefundene Dickenzuwachs recht gut 
mit den rontgenographischen Werten von einlcristallinem 
Streptavidin (d « -4,5 nm) vergleichen. 

Herstellung des Biotin-Monolayers 2 aus der Biotinverbin- 
dung 2 

Die Praparation erfolgte groGtenteils analog zu Beispiel 4* 
Abweichungen traten nur bei der Thiol^Adsorption an den fe- 
sten Tragern auf • So betrug die Konzentration der LSsung hier 
4x10"^ mol/1 und die Inkubation dauerte 6 Stunden. 

Fiir die Dicke der Thiolschicht erhalt man gegen Luft einen 
Wert von 3,0 nm und gegen die waBrige Umgebung 3,2 um* Unter 
Beriicksichtigung eines MeSfehlers von ca. ± 0,2 nm und mogli- 
chen Abweichungen des Brechungsindex der waSrigen Subphase 
stimmt diese Dicke recht gut mit dem theoretischen Wert von 
-2,8 nm liberein* 
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Mit einer Belegung von ca, 100 % liegt hier ein dicht gepack- 
ter Biotinfilxn vor. 



Bindung von Streptavidin an den Biotin-Monolayer 2/Herstel- 
lung des Streptavidin-Monolayers 2 

Die Bindung des Streptavidins kann auch online iiber die Ver- 
schiebung der (Flanke der) Resonanzkurve verfolgt werden^ so 
daO auch kinetische Daten zuganglich sind. 

Nimmt man fiir den Dickenzuwachs durch Adsorption einen mono- 
exponentiellen Verlauf an, so erhalt man fiir die reflektierte 
Intensitat in Abhangigkeit von der Zeit: 

I«Ioof l-exp[-.t/r)] 

looS Intensitat nach t = » 

r : Zeitkonstante 

Die Zeitkonstante in der sich die Adsorption bis auf 1/e 
dem Sattigungswert genahert hat, betragt in diesein Experiment 
-13 Minuten* 

Die resultierende Streptavidin-Schicht betragt 0,8 nm, was 
einer sehr unvollstandigen Belegung mit Protein entspricht. 
Die Homogenitat der Schicht kann mit PSP-Mikroskopie kontrol- 
liert werden mit dem Ergebnis, daS keine Unebenheiten festzu- 
stellen sind^ Das Protein lagert sich demnach zwar als zu 
dunne, aber dennoch gleichmaSige Schicht (bzgl. der lateralen 
Auflosung von -5 ]jm) an. 

Mit einer Belegung von ca. 27 % liegt hier ein -verdunnter" 
Streptavidinf ilm vor. 
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peispiel 8 

Herstellung des Biotin-Monolayers 3 aus der Biotinverbin- 
dung 3 

Das biotinylierte Thiol mit Spacer aus Beispiel 3 wurde aus 
einer 1,25x10"* M Losung adsorbiert. Ansonsten waren die 
Praparationsbedingungen analog Beispiel 4 . 

Nach Beendigung der Proteinadsorption und Charakterisierung 
des Schichtsystems gegen die wiiBrige Umgebung wurde die Probe 
griindlich ciit 0,5 M NaCl-Losung gespult und unter einem 
Stickstoff Strom getrocknet. Nach erneuter PSP-Spektroskopie 
gegen Luft konnte die Probe wieder waflriger Umgebung ausge- 
setzt werden, urn so eventuelle Veranderungen durch den Umge- 
bungswechsel und das Spiilen zu detektieren. 

Fur den biotinylierten Thiollayer ergab sich eine Dicke von 
0,7 nm, sowohl gegen Luft als auch gegen die waBrige Subpha- 
se« Dieser Wert ist bei weitem nicht mit dem theoretischen 
von -3,7 nm zu vergleichen, so daO die Molekiile wohl verein- 
zelt vorliegen und eine sehr unvollstandige Schicht ausbil- 
den* 

Mit einer ca. 19 %igen Belegung liegt hier wiederum ein -ver- 
dUnnter- Biotinfilm vor. 

BejspieJt 9 

Bindung von Streptavidin an den Biotin-Monolayer 3/Herstel- 
lung des Streptavidin-Monolayers 3 

Die Adsorption des Streptavidins erfolgte in diesem Fall 
auBerordentlich schnell. Den gleichen monoexponentiellen 
Verlauf fur die Dickenzunahme angenommen erhalt man hier eine 
Zeit kens t ante r von nur 1 Minute. 
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Der Streptavidin-Layer erreicht insgcsamt eine Dicke von 
3,1 run und erscheint in der PSP-Mikroskopie mit unspezifisch 
adsorbierten Proteinaggregaten oberflachig belegt* Ein SpQlen 
mit der entsprechenden Subphase und Trocknen fugt dem 
Schicht system keinen Schaden zu, so daB die Dicke (gegen 
Luft) mit 3/0 nm annahernd konstant bleibt. Nach emeutem 
Befiillen der KQvette mit waSriger Subphase erscheint der Film 
jetzt mikroskopisch als homogen. 



R^ispiel 10 

Bindung eines biotinylierten Antikorpers an die Streptavidin- 
Monolayer 2 und 3 

Streptavidin besitzt als tetrameres Protein vier Bindungs- 
stellen fur Biotin/biotinylierte Molekiile* Nach Anlagerung an 
den Fixierlayer sollten aufgrund geometrischer iJberlegungen, 
in Richtung der wa0rigen Subphase zwei Bindungsstellen fUr 
weitere Erkennungsreaktionen zur Verfugung stehen. Dies wurde 
mit einem biotinylierten Antikorper gegen TSH, dem entspre- 
chenden nicht modifizierten AntikSrper (als Referenz) und dem 
dazugehorenden Antigen TSH als Probe Uberpriift. Die Durchfiih- 
rung der immunologischen Bestimmungsreaktion erfolgte wie in 
Beispiel 2 von EP-A 0 344 578 beschrieben^ 

Der biotinylierte Antikorper adsorbiert aus einer IxlQ-* M 
waQrigen Losung an verschieden praparierte Streptavidin- 
Layer. Die dabei erzielten Ergebnisse scheinen in einem star- 
ken MaBe von der jeweiligcn Dicke und dctmit der Packungsdich- 
te der Streptavidin-Schicht abzuhangen* 

So erhalt man bei Adsorption des biotinylierten Antikorpers 
an einen dichtgepackten Steptavidin-Monolayer 3 aus Beispiel 
9 von 3/0 rm, nur einen geringen Dickenzuwachs von 0,5 mn. 
Begleitet wird dieser Vorgang von einer anfanglichen Dicken- 
abnahme, vermutlich durch das Losen von nicht ausreichend 
fest f ixiertem Streptavidin. Die anschlieSende^ Dickenzunahme 
erfolgt mit einer Zeitkonstante r -3 Minuten. 
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Adsorbiert man unter analogen Bedingungen den biotinylierten 
AntikSrper jedoch an den Streptavidin-Monolayer 2 aus Bei- 
spiel 7 von 0,8 nm, so ergibt sich ein sehr viel starkerer 
Effekt von insgesamt 5,1 nm Dickenzunahme. Bei genauerer 
Betrachtung der Kinetik erkennt man anfangs die geringe Dik- 
kenabnahme und dann die sehr viel st&rkere Adsorption. Die 
Kinetik mxiS hier wohl eher biexponentiell beschrieben werden. 
FUr den ersten Zeitabschnitt ergibt sich als Zeitkonstante z 
"5 Minuten . 

Der dichtgepackte Streptavidin-Monolayer 3 bindet den bioti- 
nylierten AntikSrper langsamer als der "verdunnte" Streptavi- 
din-Monolayer 2. Der "verdunnte" Streptavidin-Monolayer 2 hat 
auBerdem eine wesentlich hohere Bindekapazitat pro Flachen- 
einheit. Damit ist der erreichbare MeSeffekt pro Zeit bei dem 
"verdiinnten" Streptavidinf ilm wesentlich groGer. 
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Synthase von Bis-dodecansaiire-disulf id 

(Die Synthase wird unter Inertgas (Nj ) durchgef iihrt ) 

a) 12-Mercapto-dcxiecansaureinethylester 

2,3 g (0/1 mol) Katrium wird in 200 ml absolutem und entga- 
stem Methanol gelSst. Die resultierende Losung wird mit Eis 
gekUhlt. Hierzu werden 7,1 ml (0,1 mol) Thioessigsaure, dann 
14,4 g (50 xnrool) Bromdodecansaure zugegeben und die Losung 5 
Std riickflxaSgekocht . Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wird 
15 ml cone, HCl zugefflgt und 3 Std. unter Riickflufl gekocht. 
AnschlieSend werden nach Abkiihlung 300 ml Ether zugegeben und 
die Etherphase 3 x mit HgO, 1 x mit gesattigter NaCl-Losung 
(je 100 ml ) ausgeschiittelt. Nach Trocknung der organischen 
Phase uber Natriumsulf at wird das Losungsmittel abgezogen. 

Ausbeute: 12,2 g 

DC: Rf - 0,86 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 19/1 + 1% 

Essigsaure) 

b) 12-Mercapto-dodecansaure 

12,2 g des Produkts aus 11a) werden in 200 ml abs. und entga- 
stem Methanol gelost, mit 100 ml 1 N NaOH versetzt und 3 Std. 
unter RiickfluS gekocht. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur 
wird das Reaktionsgemisch in ein Eisbad aus 400 ml Eiswasser, 
20 ml cone* HCl und 600 ml Ether gekippt. Die Etherphase wird 
abgetrennt, 3 x mit je 300 ml HjO, 1 x mit 100 ml gesattigter 
NaCl-Losung ausgeschiittelt und iiber Na^ SO4 getrocknet. Nach 
Abfiltration des Trockenmittels wird das Losungsmittel abge- 
zogen. 

Ausbeute: 12,3 g 

DC: R^ » 0,68 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 19/1 + 1% 

Essigsaure) 
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c) Bis-dodekansaure-disulf id 

12,0 g des Produkts aus lib) werden in 170 ml Ethanol suspen- 
diert und unter kraftigem Riihren eine Losung aus 6,3 g Jod in 
2 00 ml ^Ethanol zugetropft. Die Zugabe wird abgebrochen, so- 
bald eine gelbe Losung entsteht, die sich nicht mehr ent- 
farbt. Anschlieflend wird 550 ml Ether und 350 ml H2O zugege- 
ben, die Wasserphase abgetrennt und nochmals mit Ether nach- 
gewaschen. Die vereinigten Etherphasen werden mit gesattigter 
KaCl-Losung geschuttelt und iiber NajSO^ getrocknet. Der nach 
Filtration des Trockenmittels und Entfernung des Losungsmit- 
tels verbleibende RUckstand wird aus Aceton umkristalli* 
siert, 

Ausbeute: 10 g (86 % d.Th. ) 

DC: Rf - 0,57 (Kieselgel; Essigester/Petrolether 19/1 + 1% 

Essigsaure) 



Synthese von Bis-(biotin£uiiido-3,6-^ioxaoctyl)--dodecansaure- 
amid-disulfid (Biotin-Verbindung 4) 

1,38 g (3 mmol) des Produkts aus Beispiel 11c und 1.76 g (7 
imnol) 2-Ethoxy-N-ethoxycarbonyl-l ,2-dihydrochinolin (EEDQ) 
werden in einer Mischung aus 150 ml THF und 150 ml DMF ge- 
ISst, dann eine Losung aus 2,25 g (6 mmol) Biotinoyl-1 , 8- 
diaminO"3,6-dioxaoctan (Biotin-DADOO) in 4 0 ml DMF zuge- 
tropft. Das Reaktionsgemisch wird dann 3 Std lang bei SO^C 
erhitzt. AnschlieSend wird eingeengt und der RUckstand mit 
100 ml Chloroform aufgenommen, 2 x mit je 100 ml Hj O ausge- 
schuttelt. Nach Trocknung iiber Na2S04 wird das Losungsmittels 
abgezogen und der Riickstand iiber Kieselgel chromatographiert 
( Flash-Chromatographie , Lauf mittel : Chlorof orm/Methanol 
9/1). 

DC: Rf « 0,31 (Kieselgel; Chlorof orm/Methanol 8/1) 
MS: m/e - 1175 (pes. FAB) 
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Beispiel 13 

Synthese von S- ( Biotinamido-3 , 6-dioxaoctyl ) -dodecansaureamid- 
S'-dodecansauredisulf id ( Biotin-Verbindung 5) 

Ansatz identisch mit Beispiel 12 
Ausbeute : 300 mg (9 % d.Th.) 

DC: Rf » 0^05 (Kieselgel; Chlorof orm/Methanol 8/1) 
MS: m/e « 817 (neg. FAB) 



geispi^l 14 

Synthese von Biotina2ttido-3^6-dioxaoctyl--12-iaercapt:ododekan- 
saureamid (Biotin-Verbindung 6) 

(Die Synthese ist unter Inertgas durchzuf iihren) 



300 mg (0,3 mmol) des Produkts aus Beispiel 12 und 0,5 g (3,3 
nunol) Dithiothreitol (DTT) wird in 100 ml absolutem und ent- 
gastem Methanol gelost und Inert gasatmosphare 10 Std geriihrt. 
Die Reaktionsmischung wird danach zur Trockene eingeengt, der 
Riickstand in Methylenchlorid aufgenommen und mit H^O ausge- 
schiittelt. Die organische Phase wird fiber Kaj SO4 getrocknet, 
dann eingeengt und der Riickstand per Flash^Chromatographie 
(Kieselgel; Methylenchlorid/Ethanol 1/1) gereinigt, 
DC: Rf « 0,27 (Kieselgel; Chlorof orm/Methanol 8/1) 



Desthiobiotin-N-hydroxy-succinimidester 

2u einer Losung aus 3 g (14 mmol) Desthiobiotin (Sigma) und 
3,5 g (17 mmol) N,N ' -Dicyclohexylcarbodiimid in einem Gemisch 
aus 4 0 ml DMF und 4 0 ml Dioxan gab man unter intensivem Riih- 
ren eine Irosung aus 1,8 g (15,5 mmol) N-Hydroxysuccinimid in 
4 0 ml Dioxan. Man riihrte 4 Stunden bei 20 *C, wobei ein f einer 
weiBer Kiederschlag ausfiel, der nach beendeter Reaktion (DC- 
Kontrolle) abfiltriert wurde. Das Filtrat wurde im Vakuum 
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eingeengt, mit wenig Ethylacetat/DMF 4/1 auf genommen und bei 
4'C 16 Stunden stehen gelassen, Dabei fiel weiterer Nieder- 
schlag aus, der abfiltriert wurde. Diesen Vorgang wiederholte 
man mehrfach, bis keine Ausfallung mehr zu beobachten war. 
Das eingeengte Filtrat vmrde in wenig Ethanol auf genommen und 
durch Zugabe von Diisopropylether das Produkt ausgefallt* 
Nach Filtration lieB man das Filtrat 16 Stunden bei 4*C ste- 
hen, wobei weiterer Niederschlag ausfiel und abfiltriert 
wurde. Nach Trocknen im Vakuum bei 50®C erhielt man ein 
weiBes, f einkristallines Produkt. 
Ausbeute: 1/6 g (37 %) 

DC (Kieselgel 60): Eluens Ethylacetat/Methanol « 6/4 RF » 
0,75 



peispiel 16 

D-Desthiobiotinoyl-l/8-diamino-3/6-dioxaoctan, Desthiobiotin- 
DADOO 

2u etiner Losung von 7,5 ml (50 mmol) 1, 8-Diaunino-3/ 6-dioxa- 
octan in 50 ml Dioxan wurde eine Losung aus 1,6 g (5 mmol) 
Desthiobiotin-N-hydroxysuccinimidester langsam zugetropft und 
das Reaktionsgemisch 16 Stunden geriihrt. Nach AbschluB der 
Omsetzung wurde das Gemisch am Rotationsverdaonpf er zum 6l 
eingedeunpft, mit Ethylacetat/Ether ein Teil des iiberschussi- 
gen DADOO herausgewaschen und der Rest iiber SSulenchromato- 
graphie an Kieselgel auf gereinigt . 

Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol 6/4 + 10% NHj . 
DC: gleiches Eluens, RF « 0,3 
Ausbeute: 0,8 g (50 %) 
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Bis- ( Desthiobiotinamido-3 , 6-dioxaoctyX- ) dcxiecansaureamid- 
disulfid 

Desthiobiotinverbindung 1 

Eine Losung von 1,6 g (5 mxnol) Desthiobiotin-DADOO (6), 2,3 g 
(0,5 mmol) Bis-dodecansaure-disulf id (Beispiel 11c), 0,74 g 
(5,5 mmol) 1-Hydroxy- benzotriazol und 1,14 g (5,5 mmol) 
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid in 50 ml Dimethyl formamid werden 
24 Stunden bei 20*C gerUhrt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kon- 
trolle) wird das Reaktionsgemisch am Rotationsverdampf er zum 
Ol eingedampft und iiber Flash-Chromatographie an Kieselgel 
(Eluens: Chlorof orm/Methanol 9/1) gereinigt* 
DC: Kieselgel 60, Eluens Chlorof orm/Methanol 9/1, 
RF » 0,4 

Ausbeute: 0,25 g (5%) 



Beispiel 18 

( Desthiobiotinainido-3 , 6-dioxaoctyl ) -dodecansaureamid-S ' - 
dodecansauredisulf id 
Desthiobiotinverbindung 2 

Aus der Flash-Chromatographie des Reaktiongemisches aus Bei- 
spiel 17 erhielt man diesc Verbindung als weifies amorphes 
Pulver. 

DC: Kieselgel 60, Eluens Chlorof orm/Methanol 9/1, 
RF « 0,3 

Ausbeute: 0,8 g (20 %) 
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peispiel 19 

12-Mercapto-' (desthiobiotinMiido-S , 6-dioxaoct;yl ) -dodekansaure^ 
amxd 

Desthiobiotinverbindung 3 

Eine Losung aus 200 mg (0,2 mmol) der Verbindung aus Beispiel 
17 und 2 g (13 mmol) Dithiothreitol in 50 ml Methanol wurde 
36 Stunden unter RiickflnS erhitzt^ Nach dem Abkiihlen wurde 
das Losungsmittel am Rotationsverdampf er abgezogen und der 
Riickstand in Chloroform aufgenommen. AnschlieSend wird so 
haufig mit Wasser ausgeschiittelt , bis im DC kein Dithiothrei- 
tol mehr nachweisbar ist» Die Chlorof ormphase wird iiber 
Natriumsulf at getrocknet und am Hochvakuum eingedcunpf t • Die 
Aufreinigung erfolgte durch Flash-Chromatographie an Kiesel- 
gel, Eluens: Chlorof oinn/Isopropanol 18/2. 

DC: Kieselgel 60, Eluens Chlorof orm/Methanol 9/1, RF « 0,35 
Ausbeute: 60 mg (30 %) 

Beispiel 20 

Diphenylhydantoin-H-propionamido-3 , 6-dioxaoctyl-12-mercapto- 

dodeaansaoreamid 

Diphenylhydantoin-Verbindung 

Analog Beispiel 16 erhalt man aus Diphenylhydantoin-N-pro- 
pionsaure (Cook et al«. Res. Coxranunications in Chemical 
Pathology and Pharmacology 5, (1973), S. 767) und 1,8-Di- 
amino-3 , 6-dioxaoctan Diphenylhydantoin-N-propionyl-DADOO. Aus 
Diphenylhydantoin-N-propionyl-DADOO und Bis-dodekansaure- 
disulfid gemaS Beispiel 11 c) erhalt roan analog Beispiel 13 
das entsprechende gemischte Disulfid; nach Spaltung mit DTT 
Diphenylhydantoin-N-propionamido-3 , 6-dioxaoctyl-12-mercapto- 
dodecan saureajnid . 



gyjgpi^l 21 

Synthese von Bis-{hydroxyph€nyla20-benzoylamido-3,6-dioxa-- 
octyl ) -dodccansaureamid-disulf id [Bis- ( HABA-DADOO ) -dodecan- 
saureamid-disulf id J 

Die Synthese erfolgt analog Beispiel 12 mit 1,4 g des Pro- 
dukts aus Beispiel 11c und 2,4 g [2- (4-Hydroxyphenyla20) - 
benzoyl ]- 1, 8-dieu!iino-3, 6-dioxaoctan (HABA-DADOO) 
DC: Rf « 0,65 (Kieselgel; Essigester /Methanol 4/1} 

Die Synthese von HABA-DADOO erfolgt analog Beispiel 16 aus 
HABA-OSu und DADOO {Diajaino-3,6-dioxa-octan) . HABA-OSu wird 
analog Beispiel 15 aus HABA und K-Hydroxysuccinimid herge- 
stellt. 

DC (HABA-DADOO) : Rf » 0,52 

(Kieselgel; Butanol/Eisessig/Wasser 10/3/5) 
DC (HABA-OSu): Rf » 0,89 

(Kieselgel; Butanol/Eisessig/Wasser 10/3/5) 
Beispiel 22 

Synthese von ( Hydroxyphenyla20-benzoylamido-3 , 6-dioxaoctyl ) - 
12 -inercapt ododecansaureamid • 

(Die Synthese wird unter Inertgas durchgef iihrt ) 

Die Synthese erfolgt analog Beispiel 14 mit 200 mg des Pro- 
dukts aus Beispiel 21. 

DC: Rf « 0,68 (Kieselgel; Essigester/Methanol 4/1) 
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Herstellung von Biotin-Monolayern aus der Biotinverbindung 5 
und Bis(ll-hydroxyundecyl)disulfid 

Die Beschichtung erfolgt analog Beispiel 4, Als feste TrSger 
dienen Objekttrager aus Hochindexglas LA SF N 9, die mit Gold 
(50 nm) bedampft wurden. 

Zur Beschichtung wurde die unsymmetrische^ ein Biotinmolekxil 
tragende Disulfid Biotin-Vcrbindung 5 (Beispiel 13) und das 
symmetrische kein Biotin-Molekfll tragende Bis ( 11-hydroxyunde- 
cyl)disulfid ( Zwischenstuf e in Bsp.2 ) eingesetzt . Beide Ver- 
bindungen tragen jeweils 2 Spacer (CHjjti* 



Mischungen 



Molenbruch Molenhroch Biotin Belegungs- 

Biotinver- bezogen auf die grad 

bindung 5 Spacer [ca. %] 



"Mischung- 1 
(reine Biotin- 
verbindung 5 ) 



1*0 



0.5 



50 



Mischung 2 
Mischung 3 



0,6 
0.4 



0.3 
0.2 



30 
20 



Mischung 4 0.2 0.1 10 

"Mischung- 5 0.0 0.0 0 
(reines Bis(ll-hy- 
droxyundecyl ) di- 
sulfid 



Die Gesamtkonzentration der Komponenten in den einzelnen 
Mischungen ist jeweils 5 ♦ 10** mol/l in Ethanol. 



Unter einer Argonschutzatmosphare wird der Objekttrager 6 
Stunden lang mit der Losung inkubiert, anschlieSend mit rei- 
nem Ethanol gespCilt und in einem Argonstrom getrocknet. Ana- 
log Beispiel 4 wird die Dickc des adsorbierten Biotin-halti- 
gen Monolayers bestimmt. 

Unter der Annahme eines Br echungs index von 1,45 ergeben sich 
die in Fig. 2 gezeigten Dicken des adsorbierten Monolayers* 
Fiir die "Mischung" 1; d.h. den reinen Monolayer aus der 
Biotinverbindung 5 erhalt man eine Dicke von 260 nm. Ver- 
gleicht man mit dem theoretischen Wert von ca. 250 nm, der 
aus dem Anteil von ca» 360 nm fur den Biotin tragenden Teil 
des Disulfids und ca. 130 nm fUr den nicht Biotin tragenden 
Anteil folgt, ist die Oberflache mit einem dichten Monolayer 
belegt. Da nur die Halfte der Spacermolekule mit einem Biotin 
verknQpft sind, ist die Belegung mit Biotin 50%. 

Fiir die -Mischung- 5 erhalt man cine dichte Belegung mit dem 
Biotin-freien Disulfid; fUr die Mischungen 2-4 abnehmende 
Dicken, die auf einen dem Mischungsverhaltnis in der Inkuba- 
tionslSsung entsprechenden Anteil der Biotinverbindung 5 
schlieSen lassen. 

^e4.sp^el 24 

Bindung von Streptavidin an die Biotin tragenden Monolayer 
aus Beispiel 23 

Analog Beispiel 5 werden die in Beispiel 23 erhaltenen Biotin 
tragenden Monolayer mit Streptavidin inkubiert. Die Satti- 
gungswerte fur den Dickenzuwachs durch die Streptavidinbin- 
dung sind in Fig. 2 gezeigt. Fur den Molenbruch von 0.1 - 0.5 
an Biotin beobachtet man eine sehr hohe Strepavidinbindef S- 
higkeit. Es resultieren dichte Streptavidinf ilme mit einer 
Belegung zwischen 67% und 100%. Die Bindekinetik ist mit 
Halbwertszeiten von 1-2 min. sehr schnell. 
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Beisoiel 25 

Synthese von l-tejrt .Butyloxycarbonyl-1, 8-diamino-dioxaoctan, 
( mono-BOC-DADOO ) 



Eine Losung von 14 2 g (1 mol) 1 , 8-Diamino-3 , 6-dioxaoctan 
(DADOO) in 900 ml Dioxan/Wasser (1/1 v/v) wird unter riihren 
langseun mit einer Losung von 109 g (0,5 mol) Di-tert .butyldi- 
carbonat in 450 ml Dioxan versetzt. Nach der Zugabe wird das 
Gemisch noch 1,5 h bei 20*C geruhrt, anschlieBend das L6- 
sungsmittel abdestilliert und der RUckstand in 1 1 Ethylace- 
tat/Wasser (1/1 v/v) aufgenommen. Nach dem Abtrennen der 
waBrigen Phase extrahierl: man die organische Phase zweimal 
mit je 100 ml 0,1 N HCl. Die waBrigen Phasen werden verei- 
nigt, der pH-Wert mit verdiinnter Natronlauge auf pH 9 bis 10 
gestellt und die Losung einer Fliissig-FlUssig-Extraktion im 
Perforator unterworfen* Nach 8-stiindigem Extrahieren mit 750 
ml Ethylacetat wird das Losungsmittel entfernt und der Riick- 
stand am Hochvakuum getrocknet* 
Ausbeute: 32 g (26 %) 
DC: Kieselgel 60, 

Eluens Butylacetat/Wasser/Ammoniumhydroxid « 30/15/5, 
RF « 0,45 



Synthese von 1- (Biotin-aminocapronsaure ) - ( 1 ^ 8-diamino-4 , 6- 
dioxaoctan ) -amid , ( Biotin-X-DADOO ) 

Eine Losung von 0,9 g (2 mmol) D-Biotinoyl-aoninocapronsaure 
N-^hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim, Best. Nr. 
1003933) und 0,5 g (2 mmol) mono-BOC-DADOO in 10 ml Dioxan 
und 10 ml 0,1 mol/1 Kaliumphosphatpuf f er pH 8,5 werden ca. 2 
Stunden bei 20*C geruhxrt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kon- 
trolle: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol « 3/7, RF = 
0,6) wird das Losungsmittel im Vakuum abgedeonpft und der 
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RQckstand mit 1 ml Trif luoressigsaure versetzt. Man riihrt ca, 
30 min bis zur vollstandigen Abspaltung der BOC-Gruppe. An- 
schlicSend dampft man die Trif luoressigsaure im Vakuum ab, 
versetzt den Rucks tand mit 5 ml Ethylacetat, filtriert von 
Ungelostem ab und dampft das Filtrat zur Trockene ein. 
Ausbeute: 0,96 g (98 %) 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol » 2:8, RF » 0,2 
p^i9pi^l 27 

Synthese von S-Acetyl-mercaptopropionsaure 

Zu 10,6 g (100 mmol) Mercaptopropionsaure wird bei 20*C lang- 
sam 8,6 g (110 mmol) Acetylchlorid zugetropft. Nach beendeter 
Zugabe wird 10 min auf 100*^0 erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
wird einer Vakuumdest illation unterzogen und das Produkt bei 
0,4 bar und 105 *C rein gewonnen. 
Ausbeute: 5,8 g (36 %) 

1-H-NMR (CDCI3): 6 (ppm) « 2,3 (s, 3H), 2,7 (t, 2H) , 3,1 (t, 
2H)- 



Beispiel 28 

Synthese von N-Succinimidyl-S-acetylthiopropionat, (SATP) 

16,2 g (0,1 mol) S-Acetyl-mercaptopropionsaure, 12,7 g (0,11 
mol) N-Hydroxysuccinimid und 22,7 g (0,11 mol) Dicyclohexyl- 
carbodiimid werden in 0,4 1 absolutem Ethylacetat 16 h bei 
20**C geriihrt. Ausgefallener Niederschlag wird abfiltriert und 
das Filtrat im Vakuum eingedampft* Der olige Riickstand wird 
in wenig Ethylacetat aufgenommen und gekiihlt, Dabei fallt 
weiterer Niederschlag aus, der verworfen wird. Dieser Vorgang 
wird zweimal wiederholt. Aus dem letzten Filtrat erhalt man 
nach Eindampfen 13 g (50 %) SATP. 

IH-NMR (CDCI3): 6 (ppm) « 2,3 (s, 3H), 2,8 (s,. 4H), 2,9 (m, 
2H), 3,1 (m, 2H). 
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BeisDiel 29 

Synthese von Biotin-aminocapronsSure-amidodioxaoctyl-aercap- 
topropionsaure-amid, (Biotin-Verbindung 7) 

Fine LSsung aus 0,96 g (2 imnol) Biotin-X-DADOO (aus Beispiel 
26) und 0,5 g (2 nunol) SATP (aus Beispiel 28) werden in 20 ml 
Dioxan und 20 ml 0,1 mol/l Kaliumphosphatpuf f er pH 8,5 bei 
20 -C 2 h geriihrt. AnschlieSend wird die Losung zxxr Trockene 
eingedampft, der Rtickstand mit 2 ml Trif luoressigsSure aufge 
nonunen und unter Inertgas 0,5 h bei 20-C geriihrt. Die Aufrei 
nigung erfolgt durch Flash-Chromatographie an Kieselgel 
(Eluens: Ethylacetat/Methanol » 3:7). 
Ausbeute: 150 mg (13 %) 

DC: Kieselgel 60, Ethylacetat/Methanol - 3/7, 
RF « 0,35 



BeispigT ?g 

Synthese von Biotinamido-3, 6-dioxaoctyl-s-acetyl-xaercaptopro- 
pionsSureamid, (Biotin-DADOO-SATP) 

1 g (2,7 imnol) Biotin-DADOO gelost in 40 ml 0,1 »ol/i Kalium 
phosphatpuffer pH 7,0 wird langsaa mit einer Losung aus 1 4 g 
(5,35 nanol) SATP (aus Beispiel 28) in 40 ml Dioxan versetzt 
Wahrend der Zugabe mufl der pH-Wert kontinuierlich mit 0 1 
mol/l Kaliumphosphatpuf fer auf pH 7,0 nachgestellt werden 
Nach beendeter 2ugabe wird noch 10 min gerxihrt und anschlies- 
send zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt kann ohne weitere 
Aufreinigung in die folgende Stufe eingesetzt werden. 
DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol - 3 5/7 5 
RF = 0,35. ' ' ' 



Beispiel 31 

Syntbese von Bis- ( biotinamido-3 , C-dioxaoctyl ) -mercaptopro- 
pionsaureajoid-disulfid, (Biotin-Verbindung 8) 

1,6 g des Rohproduktes au« Beispiel 30 wird in 100 ml Stick- 
stoff-gesattigtem 0,5 mol/l Kaliumphosphatpuf f er pH 7,5 
gelSst und mit 5,4 ml 1 mol/l methanolischer Hydroxyleunin- 
LSsung versetzt. Es wird 2 b bei 20»C gerflhrt:, anschlieQend 
im Vakuum zur Trockene eingedampft und Uber Flash-Chromato- 
graphie an Kieselgel (Ethylace tat /Methanol » 3/7) aufgerei- 
nigt. 

Ausbeutes 150 mg (6 %) 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol « 3/7, 
RF - 0,35 



Syntbese von Biotinamido-3,6-^ioxaoctyl-^S-acetylxBercaptoes- 
sxgsStucezunid, (Biotin-D2UXX>-SATA) 

Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 30 aus 187 mg (0,8 
mmol) N-Succinimidyl-S-acetyl-thioacetat (SATA) (Boehringer 
Mannheim, Best. Nr. 1081765) und 300 mg (0,8 mmol) Biotin- 
DADOO. 

Ausbeutei 109 mg (49 %) 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol « 6,5/3,5 
RF » 0,35 

geispiej. 33 

Syntbese von Bis-(biotinamido-3,6-dioxaoctyl)-inercaptoessig- 
sSureamid-disulf id, (Biotin-Verbindung 9) 

Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 31 aus 100 mg (0,2 
mmol) Biotin-DADOO-SATA und 0,25 ml 1 mol/l methanolischer 
Hydroxyleuninlosung. 
Ausbeute: 55 mg (60 %). 

DC: Kieselgel 60, Eluens Ethylacetat/Methanol « 3/7, 
RF - 0,35 
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Patentanspruche 

1. Bindematrix, enthaltend ein Tragermaterial und einen 
daran iiber Ankergruppen adsorbierten Festphasen-Reaktan- 
den, der mit mindestens einem freien Rea'ktionspartner 
bindefahig ist, 

dadurch gekennzelchnet, 
deUJ der Festphasen-Reaktand eine verdUnnte und im we- 
sentlichen lateral homogene Bindeschicht auf der Ober- 
flache des Trageirmaterials bildet. 

2. Bindematrix nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Ober- 
flache des Tragermaterials von 0,1 bis 90 % der maxima- 
len Belegung ist. 

3. Bindematrix nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Ober- 
flache des Tragermaterials von 0,5 bis 70 % der maxima- 
len Belegung ist* 

4* Bindematrix nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Belegung des Festphasen-Reaktanden auf der Ober- 
flache des Trageirmaterials von 1 bis 4 0 % der maximalen 
Belegung ist. 

5 • Bindematrix nach einem der Anspriiche 1 bis 4 , 

dadurch gekennzeichnet , 

daJS das Tragermaterial eine Metall-, Metalloxid- oder 
Glasoberf lache aufweist. 
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6. Bindematrix nach Anspruch 5, 

dadurch gekcnnzeichnet, 
dsJi das Tragermaterial eine Gold-, Silber- oder Palla- 
diximoberf lache aufweist und die Ankergruppe eine Thiol-, 
Disulfid- Oder eine Phosphingruppe ist, 

7. Bindematrix nach einem der Anspxriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 
deJi die Ankergruppe joit: dem Festphasen-Reaktanden uber 
ein flexibles SpacermolekUl verkniipft ist:# 

8. Bindematrix nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB das flexible Spacennolekiil mindestens eine Alkylen- 
gruppe der Formel (CHj )„ enthalt, worin n eine natiirli- 
che Zahl zwischen 1 und 30 ist. 

9. Bindematrix nach Anspruch 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
daQ ein SpacermolekUl mit zvei oder mehreren MolekUlen 
des Festphasen-Reaktanden verknQpft ist* 

10 • Bindematrix nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB das Spacermolekul aus Cystamin gebildet ist. 

11^ Bindematrix nach Anspruch 7 oder 8, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS sich zwischen dem Spacermolekiil und dem Festphasen- 
Reaktanden eine hydrophile Linkergruppe befindet, 

12. Bindematrix nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
dziB die hydrophile Linkergruppe eine oder mehrere Oxy- 
ethylengruppen enthalt» 
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13. Bindematrix nach Anspruch 12, 

d a d u r c h gekennzeichnet , 

daS die hydrophile Linkergruppe durch ein Amin- oder 
Hydroxyl-terminiertes Polyethylenoxid gebildet wird. 

14. Bindematrix nach Anspruch 13/ 

d a d u r c h gekennzeichnet , 

daB die hydrophile Linkergruppe aus 1, 8-Dieunino-3 , 6- 
dioxaoktan gebildet ist, 

15. Bindematrix nach einem der Anspriiche 7 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie neben den mit Festphasen-Reaktanden verJcniipften 
Spacer-Molekiilen noch Spacermolekiile enthalt, die mit 
Ankergruppen versehen sind, aber nicht mit Festphasen- 
Reaktanden verkniipft sind. 

16. Bindematrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS der Festphasen-Reaktand ein mit einem Antikorper 
bindefahiges Antigen oder Hapten ist» 

17. Bindematrix nach einem der Anspriiche 1 bis IS, 
dadurch gekennzeichnet , 
daB der Festphasen-Reaktand Biotin ist. 

18. Bindematrix nach Anspruch 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl der Festphasen-Reaktand aus einer inneren und einer 
auSeren Komponente besteht, wobei die auSere Komponente 
mit mindestens einem freien Reaktionspartner bindefahig 
ist. 



Bindematrix nach Anspruch 18^ 

d a d u r c h gekennzelchnet , 

dafl die innere Komponente des Festphasen-Reaktanden eine 
unverdiinhte Schicht auf der Oberf ISche des Tragermate- 
rials bildet und die auSere Komponente an die innere 
Komponente durch Af f initatsbindung gekoppelt ist. 

Bindeiaatrix nach Anspruch 19, 

dadurch gekennzeichnet/ 
daB die innere Komponente Biotin und die SuBere Kompo- 
nente Streptavidin ist» 

Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe- 
losung mittels einer spezif ischen Bindungsreaktion zwi- 
schen mindestens zwei bioaffinen Reaktanden, von denen 
einer an eine Festphase gekuppelt vorliegt und der oder 
die anderen Reaktionspartner frei sind, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man einen Festphasen-Reaktanden vervendet, der Be- 
standteil einer Bindematrix nach einem der Anspriiche 1 
bis 20 ist. 

Verfahren nach Anspruch 21, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man die spezifische Bindungsreaktion optisch, elek- 
tronisch, iiber die Warmetonung oder die Massenbilanz 
bestimmt. 

Verfahren nach Anspruch 21, 

dadurch gekennzeichnet, 
daQ man die spezifische Bindungsreaktion durch refle- 
xionsoptische Techniken bestimmt • 

Verfahren nach Anspruch 23, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man die spezifische Bindungsreaktion pXasmonenspek- 
troskopisch bestimmt • 
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Verfahren nach Anspruch 21^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die spezifische Bindungsreaktion potentio- 
metrisch oder ajnperometrisch bestimmt. 

Verfahren nach Anspruch 21^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die spezifische Bindungsreaktion iiber die elek- 
trische Leitf ahigkeit oder Kapazitatsanderung bestimmt. 

Verfahren zur Herstellung einer Bindematrix nach einem 
der Anspriiche 1 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, 
da& man das Tragermaterial mit einer Reaktionslosung 
inkubiert, worin Molekiile enthalten sind, welche die an 
das Tragermaterial adsorbierte Bindeschicht bilden. 
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Claims 

1. A binding matrix containing a carrier material coupled to 
a solid-phase reactant via anchoring groups which can 
couple with at least one reaction partner, wherein the 
solid-phase reactant forms a dissolved and basically 
laterally homogenous binding layer on the surface of the 
carrier material . 

2. Binding matrix according to Claim 1, wherein the 
occupation of the solid-phase reactant on the surface of 
the carrier material ranges from 0.1% to 90% of the 
maximal occupation. 

3. Binding matrix according to Claim 2, wherein the 
occupation of the solid-phase reactant on the surface of 
the carrier material ranges from 0.5% to 70% of the 
maximal occupation. 

4. Binding matrix according to Claim 3, wherein the 
occupation of the solid-phase reactant on the surface of 
the carrier material ranges from 1% to 40% of the 
maximal occupation, 

5. Binding matrix according to Claims 1 through 4, wherein 
the carrier material employs a metal-, metal oxide-, or 
glass-surface. 
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6. Binding matrix according to Claim 5, wherein the carrier 
material employs a gold-, silver-, or palladium- surf ace 
and wherein the anchor group is a thiol-, disulfide-, or 
a phosphine -group . 

7. Binding matrix according to Claims 1 through 6, wherein 
the anchor group is coupled to the solid-phase reactant 
via a flexible spacer molecule. 

8. Binding matrix according to Claim 6, wherein the flexible 
spacer molecule contains at least one alkyl group with 
the formula (CH)^ where n equals an integer number 
between 1 and 30. 

9. Binding matrix according to Claims 7 or 8, wherein the 
spacer molecule is coupled to two or more solid phase 
reactants. 

10. Binding matrix according to Claim 9, wherein the spacer 
molecule is a cystamin. 

11. Binding matrix according to Claims 7 or 8 , wherein a 
hydrophilic linker group is inserted between the spacer 
molecule and the solid phase reactant. 

12. Binding matrix according to Claim 11, wherein the ■ 
hydrophilic linker group contains one or more oxyethylene 
groups . 
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13. Binding matrix according to Claim 12, wherein the 
hydrophilic linker group consists of an amine or 
hydroxyl -.terminated polyethylene oxide. 

14. Binding .matrix according to Claim 13, wherein the 
hydrophilic linker group consists of a 1 , 8 -diamine- 3 , 6 - 
dioxaoctane . 

15. Binding matrix according to Claim 12, wherein besides the 
spacer molecules coupled to the solid-phase reactant 
other spacer molecules are present which contain 
anchoring groups that are not coupled to the solid phase 
reactant . 

16. Binding matrix according to any of the previous Claims, 
wherein the solid phase reactant is an antigen or hapten 
able to bind to an antibody. 

17. Binding matrix according to Claims 1 trough 15, wherein 
the solid phase reactant is biotin. 

18. Binding matrix according to Claims 7 or 8 , wherein the 
solid phase reactant consists of an inner and an outer 
component where the outer component is capable of binding 
at least one free reaction partner. 
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19. Binding matrix according to Claim 18, wherein the inner 
component of the solid phase reactant const itutes a non 
diluted layer on the surface of the carrier material and 
wherein the outer component is coupled to the inner 
component by affinity coupling. 

20. Binding matrix according to Claim 19, wherein the inner 
component is biotin and the outer component is 
streptavidin . 

2L A method to determine an analyte in a test sample 

solution via a specific binding reaction between at least 
two bioaffine reactants one of which is coupled to the 
solid-phase a where the other reaction partners are free, 
wherein a solid-phase reactant is used which is part of a 
binding matrix according to any one of Claims 1 through 
20 . 

22. A method according to Claim 21, wherein the specific 
binding reaction is determined optically, electronically, 
through the heat radiation, or the molecular masses. 

23. A method according to Claim 21, wherein the specific 
binding reaction is determined by reflection-optical 
techniques . 

24. A method according to Claim 23, wherein the specific 
binding reaction is determined by plasmon- spectroscopy , 
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25. A method according to Claim 21, wherein the specific 
binding reaction is determined potentiometrically or 
amperometrically . 

26. A method according to Claim 23, wherein the specific 
binding reaction is determined through the electrical 
conductivity or change in capacitance. 

27. A method to construct a binding matrix according to any 
of the Claim 1 through 20, wherein the carrier material 
is incubated with a reaction solution containing 
molecules which from a binding layer adsorbed to the 
carrier material. 



